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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING ENDOTOXIN-FREE NUCLEIC ACIDS AND THE USE THEREOF 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG ENDOTOXINFREIER NUKLEINSAUREN UND DEREN VERWENDUNG 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for isolating and purifying nucleic acids and/or oligonucleotides from a biological sample. The 
invention also relates to the use of the isolated or purified nucleic acid for the transfection of cells and for the production of an agent for 
treating genetic diseases. The invention further relates to a composition which is suitable for the isolation process or purification process 
and to the use of potassium acetate and a silica-gel-like base material for isolating cndotoxin-ficc or endotoxin-degraded nucleic acids 
and/or oligonucleotides. 



(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden aus einer biologischen Probe, Verwendung 
der isolierten bzw. gercinigten Nukleinsaure bzw. Oligonukleotide zur Transfektion von Zellen sowie zur Hcrstellung eines Mittels zur 
Behandlung von genetisch bedingten Erkrankungen, eine fOr das Isolierungs- bzw. Reinigungsverfahren geeignete Zusammensetzung 
sowie die Verwendung von Kaliumacetat und ein Silicagel-ahnliches Trftgermaterial zur Isolierung von cndotoxinfreier oder an Endotoxin 
abgereicherten Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden. 
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ZUR HERSTELLUNG ENDOTOXINFREIER NUKLEINSAUREN UND DEREN VERWENDUNG 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolieriing und Reinigung von Nukleinsauren 
und/oder Oligonukleotiden aus einer biologischen Probe, Verwendung der isolierten bzw. gerei- 
nigten Nukleinsaure bzw. Oligonukleotide zur Transfektion von Zellen sowie zur Herstellung 
eines Mittels zur Behandlung von genetisch bedingten Erkrankungen, eine fur das Isolierungs- 
bzw. Reinigungsverfahren geeignete Zusammensetzung sowie die Verwendung von Kaliumacetat 
und ein Silicagel-ahnliches Tragermaterial zur Isolierung von endotoxinfreier oder an Endotoxin 
abgereicherter Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden. 

Die Qualitat isolierter Nukleinsauren gewinnt zunehmend an Bedeutung. Hochreine Nuklein- 
saure- Fraktionen, d.h. von denen moglichst samtliche anderen Zellbestandteile, wie beispids- 
weise Endotoxine abgetrennt sind, spielen eine zentrale Rolle in der Gentherapie bzw. bei der 
Transfektion von Zellen eukaryontischen oder auch prokaryontischen Ursprungs. Demzufolge 
wurden in den vergangenen Jahren vermehrt Verfahren bzw. Mafinahmen publiziert, die die Iso- 
lierung von Nukleinsauren aus biologischem Probenmaterial mit hohem Reinheitsgrad erlauben. 
Im wesentlichen kommen bei den bekannten Verfahren der Einsatz von Af&nitats- und/oder 
Anionenchroinatographie-Materialien sowie nicht ionische Detergenzien oder auch verdiinnte 
Losungen hoherer Alkohole zum Einsatz. Beispieisweise werden gemafi W095/21177 die inter- 
essierenden Fraktionen einer Affinitatschromatographie oder einer Chromatographie an anorga- 
nischer Festphase, letzteres bevorzugt in Gegenwart eines nicht ionischen Detergenzes, zur Ent- 
femimg von Endotoxinen unterzogen und anschliefiend mittels Anionenaustauscherchroma- 
tographie weiter gereinigt. Ein solches zweistufiges Chromatographie-Verfahren ist jedoch zeit- 
und materialaufwendig und daher mehr von akademischem Wert. Nach einem anderen Verfi^- 
ren (W095/21178) ist eben&Us zwingend eine aufwendige Anionenaustauscherchromatographie 
erforderlich, urn RUckstande zuvor zugesetzter komplexer Salzlosung abzutrennen. 

Daniber hinaus ist seit langerem bekannt, dafi DNA-Plasmide aus kompiexen biologischen Pro- 
ben eukaryontischen oder prokaryontischen Ursprungs durch die Bindung an Silicagel in Ge- 
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genwart chaotroper Salze, wie beispielsweise Guanidiniumhydrochlorid isoliert werden konnen 
(M.A. Marko et al., Analyt. Biochem. 121, (1982) 382-287; EP 0 389 063). Diese Verfahren sind 
jedoch nicht fur die Gewinnung endotoxinarmer bzw. endotoxinfreier Nukleinsaurefraktionen 
geeignet. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dafi die Mafinahmen gemafi Marko et al. 
(1982) zu einem Endotoxingehalt von mehr als 10.000 U pro jag DNA fiihren. Eine solche endo- 
toxinreiche DNA-Fraktion ist fur die Transfektion von Zellen bei gentherapeutischen Anwen- 
dungen nicht geeignet. 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung von endotoxin- 
freien bzw. an Endotoxin abgereicherten Nukleinsauren zur Verfiigung zu stellen, wodurch die 
Nachteile bekannter Verfahren* wie insbesondere aufwendige Saulenmaterialien> vermieden wer- 
den. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 
und/oder Oligonukleotiden aus biologischen Proben, wobei die jeweilige biologische Probe auf- 
geschlossen wird, dabei nicht geloste Zell-Bestandteile in einer wafirigen Kaliumacetat-Losung 
resuspendiert, gegebenenfalls vorhandene unlosliche Bestandteile, beispielsweise durch Zentri- 
fugation, abtrennt, die fllissige Phase mit einer ein Detergenz enthaltenden Alkohol-Losung ver- 
mischt und inkubiert werden. Die Losung wird anschlieSend mit einem Silicagei-ahnlichem Tra- 
germaterial in Kontakt gebracht» die wafirige Phase wird mbglichst quantitativ von dem die Nu- 
kleinsauren bzw. Oligonukieotide bindendem Tragermaterial abgetrennt - beispielsweise durch 
Absaugen oder Zentrifugieren - und das Tragermaterial mit der DNA wird anscWiefiend ausrei- 
chend gewaschen, Als Waschlosung kann eine Alkohol-Losung oder - was sich als besonders vor- 
teilhaft herausgestellt hat - Aceton verwendet werden, Abhangig von dem Volumen der Aus- 
gangsprobe ist eine Inkubationszeit ftir den Kontakt mit dem Tragermaterial von 10 bis maximal 
40 Minuten bei Raumtemperatur ausreichend; erfindungsgemafi reichen in der Regel ca. 20 Mi- 
nuten aus. 

Dem Fachmann sind Silicagei-ahnliche Tragermateriaiien prinzipiell bekannt. Erfindungsgemafi 
hat sich insbesondere eine Suspension von Siliciumdioxid als geeignet erwiesen. Eine Silicium- 
oxid-Suspensidn, welche durch Zugabe von Saure (z. B. Salzsaure) zu einer wafirigen Suspension 
von Siliciumdioxid hergestellt und anschliefiend autoklaviert wurde, ist ftir das erfindungsge- 
mafie Ver&hren besonders geeignet. 
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Die wafirige Kaliumacetat-Losung enthalt Kaliumacetat bevorzugt in einem Konzentrationsbe- 
reich von ca. 1 bis 6 mol/1, wobei ein Bereich von 2 bis 4 mol/1 und ein schwach saurer pH-Wert 
(ca. pH 4.5-6.8) erfindungsgemafi zu einer besonders hohen Qualitat der Nukleinsauren gefuhrt 
hat. 

Eine weitere vorteilhafte Ausfiihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist, wenn der Pro- 
be nach Zugabe der Kaliumacetat-Losung zusatzlich ein oder mehrere RNA-verdauende Enzyme, 
wie beispielsweise RNAse A und/oder RNAse Tl, zugesetzt warden. Es hat sich insbesondere bei 
grofieren Praparationen als vorteilhaft erwiesen, wenn das bzw. die RNA-verdauende(n) En- 
zym(e) im gleichen Medium/PufFer zugegeben wird, in dem zuvor das Kaliumacetat-Salz zuge- 
setzt vrarde. Alternativ, und zwar gilt dies insbesondere bei kleineren Ansatzen, konnen die RNA- 
verdauenden Enzyme auch bereits wahrend des Aufschliefiens der biologischen Probe, d.h, zu- 
sammen mit dem Lyse-Pufifer (z. B. zusammen mit Puffer PI in Beispiel 1.2), zugegeben werden. 
Werden mehrere RNA-verdauende Enzyme zugesetzt, konnen diese in beliebigen Verhaltnissen 
oder auch zu gleichen Teilen vorhanden sein. Die Endkonzentration an RNA-verdauenden En- 
zymen in dieser Losung betragt in der Regel bis bzw. um ca. 150 |-ig/ml; aber auch hohere Enzym- 
konzentrationen haben das erfindungsgemafle Verfehren nicht nachteilig beeinflulJt. 

In der Regel ist erfindungsgemafi bereits eine Inkubation fur den Enzymverdau von 5 bis 10 
Minuten bei 4°C, gegebenenfails zunachst bei Raumtemperatur, mit der Kaliumacetat-Losung 
ausreichend; abhangig von der Menge des eingesetzten Probenmaterials kann jedoch auch ent- 
sprechend langer inkubiert werden. 

Erfindungsgemafi geeignete Alkohol-L5sungen sind insbesondere hochprozentige Losungen ho- 
herer Alkohole, wie IsopropanoL Besonders vorteilhaft hat sich erfindungsgemafi erwiesen, wenn 
die Alkohol-Losung nicht mit Wasser verdiinnt ist, also nahezu zu 100% aus dem jeweiligen Al- 
kohol besteht imd zusatzlich ein oder mehrere ionische Detergenzien, und zwar in einer Kon- 
zentration von 0»5 bis 10% (w/v) enthalL Eine 100% Isopropanol-Losung, welche ca. 1 bis 4% 
(w/v) SDS enthalt, hat sich erfindungsgemafi als besonders geeignet erwiesen. 

Der Au&chlufi bzw. die Vorreinigung der biologischen Probe kann prinzipiell nach dem Fach- 
maim bekannten Verfiahren erfolgen. Alkalische Lysemafinahmen sind erfindungsgemafi, insbe- 
sondere bei bakteriellen Wirtszellen, bevorzugt. Auf diese Weise konnen Proteinkomponenten 
und andere losliche Bestandteile entfemt werden, bevor der Riickstand, der im wesentlichen Nu- 
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kleinsaurekomponenten und andere nicht losliche Zellbestandteile enthalt, mit der Kaliumacetat- 
bzw. Alkohol/Detergenz-Losung in Kontakt gebracht wird. 

Mit dem erfindungsgemafien Verfahren konnen Nukleinsauren, \vie beispielsweise Plasmid-DNA 
in hoher Qualitat gewonnen werden, d.h. insbesondere mit einem Endotoxin-Gehalt von weniger 
ais 100 U/^ig DNA, in der Regel von maximal 10 U/|ag DNA. 

Insbesondere ist als uberraschend anzusehen, dafi die DNA nacii alkalischer Lyse, ohne dafi — wie 
im Stand der Technik beschrieben - die Zugabe chaotroper Substanzen erforderlich ist, mit ho- 
her Effizienz an die Adsorptionsmatrix gebunden werden kann. Die Abwesenheit zugesetzter 
chaotroper Substanzen fiihrt zu erheblichen Verbesserungen und Vereinfachungen bei der an- 
schliefienden Aufreinigungsprozedur der DNA bzw. der entsprechenden Transfektion von Ziel- 
zellen» und zwar sowohl bei Zellen eukaryontischen als auch prokaryontischen Ursprungs. 

Dariiber hinaus sind die nach dem erfindungsgemafien Verfahren erhaltlichen endotoxinfreien 
bzw. an Endotoxin abgereicherten Nukleinsauren bzw. Oligonukleotide zur Hersteilung von 
Mitteln zur Behandlung von genetisch bedingten Krankheiten geeignet. 

Bin weiterer Aspekt der Erfindung sind Mittel bzw. Zusammensetzungen zur Gewinnung von 
Plasmid-DNA aus entsprechenden Wirtszeilen, bei denen es sich beispielsweise um Mikrotiter- 
platten oder Blocke handeit> die gegebenenfalls Minisaulen zur Aufreinigung der Plasmid-DNA 
enthalten konnen. 

Die erfindungsgemafien Zusanunensetzungen enthalten im wesentlichen eine wafirige 
Kaliumacetat-Losung sowie eine ein Detergenz enthaltende Alkohol-Losung und ein Silicagei- 
ahnliches Tragermaterial. Dariiber hinaus ist vorteilhaft, wenn eine fur den Aufschlufi einer 
biologischen Probe geeignete Losung, insbesondere ftir die alkalische Lyse, vorhanden ist. 
Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Zusammensetzung sind> wenn die Kaliumacetat-Losung das 
Salz in einem Konzentrationsbereich von ca, 1 bis 6 M, besonders bevorzugt von ca. 2 bis 4 M in 
einem schwach sauren Medium (pH ca. 4.5-6.8) aufweist, die Alkohol-Losung Isopropanol mit 
ca. 0>5 bis 10% (w/v) eines ionischen Detergenzes, wie beispielsweise SDS enthalt und/oder es 
sich bei dem Tragermaterial um eine wafirige Suspension von Siliciumdioxid handelt. 
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Abbiidung I 

Endotoxin(Lipopolysaccharid, LPS)-Gehait in verschiedenen DNA-Plasmid-Fraktionen nach 
Aceton-Waschung ((c), (d)) und SDS-Fallung ((b), (d)). Die Plasmid-DNA wurde dutch 
Bindung an Siliciumoxid isoliert und anschliefiend mit Isopropanol ((a), (b)) oder Aceton ((c), 
(d)) gewaschen, mit oder ohne LPS-Fallung in Gegenwart von SDS (2,5% in Isopropanol). Der 
LPS-Gehalt wurde colorimetrisch bestimmt, nach den Angaben des Herstellers (Boehringer 
Ingelheim, Deutschland). 

(a) Isopropanol/ohne SDS, 

(b) Isopropanol/mit SDS, 

(c) Aceton/ohne SDS, 

(d) Aceton/mit SDS 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
1 . 1 Zellkultur und Transfektion 

Babyhamster Nierenzellen (BHK) wurden in DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) er- 
ganzt mit 5% fotalem Kalberserum (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in einer befeuchteten 5% 
C02-Atmosphare kultiviert. Fiir Transfektionen wurden die Zellen in 24-Loch-Platten gegeben 
und mit 2 jig Plasmid-DNA nach der Calciumphosphat-Coprazipitationsmethode wie von 
Roussel et aL (MoL Cell. Biol. 4 (1984), 1999-2009) beschrieben transfiziert. Hierftir wurden 25 
^l DNA Losung mit 25 |al 2 x HBS: 274 mM NaCl, 10 mM KCU 40 mM HEPES, 1.4 mM Na2P04> 
pH 6,9 bei 4°C in einer 96-Loch-Platte mit einem 12-Kanal-Pipettierautomaten (Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland) vermischt. Nach Zugabe von 20 |il einer 0,25 M CaCh-Losung (4*'C) 
und Mischen wurden 38 nl nach Inkubation fur 25 min bei Raumtemperatur auf die Zellen ge- 
geben. 

Entsprechende Aliquots wurden in Lochem von 96-Loch-Blocken (Qiagen, Hilden, Deutsch- 
land) in 900 jil TB-Medium inokuliert und fur ca. 30 Stunden unter Schuttehi bei 300 Upm kul- 
tiviert (3T*C). Nach Identifizierung eines positiven Pools wurde die DNA zur Bestatigung des 
Ergebnisses enieut transfizierL Die verbleibende DNA wurde zur Transformation von Bakterien 
fiir eine Plasmidisolierung im grofien Maflstab verwendet. 
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1.2 Plasmidisoliemng mit Saulen 

96-Loch-Bl6cke (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Bakterien wurden fur 5 min bei 3000 g (Sig- 
ma Zentrifugen, Osterode am Harz, Deutschland) zentrifugiert. Der Oberstand wurde dekantiert 
und die Blocke wurden fiir 2 bis 3 min umgekehrt auf saugfahiges Papiertuch gebracht. Dann 
wurden 170 ^1 Puffer Pi (50 mM Tris-HCl/lG mM EDTA pH 8,0, 4°C) zugegen und die 
Bakterienpellets wurden durch voUstandige Vortexbehandlung fiir 10 bis 20 min resuspendierL 
Nach Zugabe von 170 ixl Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) wurde der Block mit Folie abge- 
dichtet, umgedreht und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe 
von 170 ^l von 4*^0 kaltem Puffer P3 (3 M Kaliumacetat pH 5,5, 4°C) beendet. Dann wurden 10 
|j.l RnaseA-Losung (1,7 mg/ml) zugegeben, fiir 5 min bei Raumtemperatur und dann bei -20*C 
inkubiert und erneut fiir 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert. Der Oberstand wurde in neue 
Blocke dekantiert und 100 ^il Puffer P4 (2,5% (w/v) SDS in Isopropanol) wurden zugegeben. Der 
Block wurde einer Vortexbehandlung ftir 5 min unterzogen und zuerst fiir 15 min bei 4°C und 
dann fiir 15 min bei 20**C inkubiert. Die Blocke wurden fiir 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert 
und der Oberstand wurde in eine Anordnung von 96 Saulen (Qiagen) in entsprechend 
zugeschnittene 96-Loch-Platten hergestellt worden war. Diese Platten wurden in 
Vakuumkammern (Qiagen) gestellt. Dann wurden 150 |il Siliciumoxid-Suspension zugegeben 
und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert (die Siliciumoxid-Suspension wurde hergestellt 
durch Zugabe von 150 |il HCl (37%) zu 250 ml einer Suspension von 50 mg/ml SiO: (Sigma) 
und anschliefiendes Autoklavieren). 

Nach Anlegen von Vakuum wurden die Saulen zweimal mit 600 |al Aceton (-20*'C) gewaschen. 
Die 96-Loch-Saulenplatte wurde auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben und ftir 4 min bei 
6000 Upm zentrifugierL Die Saulenpiatte wurde zuerst fur 5 min bei 37°C und dann ftir 5 min in 
einer Vakuumkammer getrocknet. Dann wurde sie auf eine weitere Mikrotiterplatte gestellt. 70 
|il bidestilliertes H2O (60°C) wurden zugegeben und dann erfolgte eine Zentriftigation fiir 3 min 
bei 6000 Upm. Die Mikrotiterplatte wurde bei -20**C aufbewahrt. 

1.3 Plasmidisolienmg ohne Saulen 

Das Verfehren erfolgte bis zur Zugabe des Puffers P4 wie unter Punkt 1.2 beschrieben. Dann 
wurde der Oberstand nach Zentrifiigation ftir 10 min bei 6000 Upm in 96-Loch-POM-Mikroti- 
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terblocke (POM=PoIyoxymethlen) gegeben, 150 jil Siliciumoxid- Suspension wurden zugegeben 
und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Flatten wurden fur 5 min bei 6000 Upm zen- 
trifiigiert. Der Oberstand isoirde sorgfaltig dekantiert und 400 [il Aceton (-20^C) wurden zugege- 
ben. Die Flatten wurden erneut einer Vortexbehandlung (30 sec) unterzogen und fur 3 min bei 
6000 Upm zentrifugiert. Dieser Acetonwaschvorgang wurde einmal wiederholt. Die Flatten wur- 
den zuerst bei Raumtemperatur fur 5 min und dann fiir 5 min in einer Vakuumkammer getxock- 
neL Die Pellets wurden in 75 \il Wasser {60''C) resuspendiert und bei 6000 Upm und 4*'C 10 min 
zentrifugiert. Der Oberstand wurde in einer 96-Loch-Mikrotiterplate bei -20**C aufbewahrt. 

2. Ergebnisse 

Aus den Bakterienkulturen wurde Plasmid-DNA unter Verwendung von Minisaulen (s. Punkt 
1.2) isoiiert. Ein entsprechendes ProtokoU ohne Saulen ist unter Punkt 1.3 beschrieben. 

Fiir den Transfektionsschritt ist es wichtig, Plasmid-DNA sehr hoher Reinheit zu erhalten. Hier- 
zu wurde Siliciumdioxid als Bindematrix fiir Plasmid-DNA verwendet. Die Bindimg von DNA 
and Siliciumdioxid in Anwesenheit chaotroper Substanzen ist bekannt ( Vogelstein und Gillespie, 
Proc. Nad. Acad. Sd. USA 76 (1979), 615-619). Oberraschenderweise wurde jedoch festgesteUt, 
dafi selbst in Abwesenheit einer zugefiigten chaotropen Substanz wie etwa Guanidinhydrochlorid 
die Plasmid-DNA mit ausreichender Kapazitat an Siliciumdioxid bindeL Nach anschliefiendem 
Waschen in Aceton> gegebenenfalls unter Zusatz von SDS, konnte Plasmid-DNA in hervorragen- 
der Qualitat - entsprechend einer Reinigung liber einen Casiumchloridgradienten - erhalten 
werden. Oblicherweise wurden etwa 10 \xg Plasmid-DNA aus 900 jxl LB-Medium mit einer 
OD260/280 von mehr als 1,8 erhalten, wovon 90% in der supercoiled Form vorlagen. 

3, Vergleich mit demStand der Technik 

Versuch A: Bakterienkultur: E.coli HBlOl pCMVbetaSportGAL, ODeso/ml ca. 3.3 

Es wurden in einem Doppeiansatz je 1,8 ml Bakterienkultur mit dem High Pure Plasmid Isola- 
tion Kit (Boehringer Mannheim, Cat No. 1 754 777), weicher ein glasartiges Tragermaterial und 
ein stark chaotropes Salz enthalt, aufgearbeitet und je 1,8 ml Bakterienkultur gemafi dem erfin- 
dungsgemafien Verfehren prozessiert. 
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Das Ergebnis stelit sich wie folgt dar: 



Ausbeute OD26onm: 



Endotoxin-Gehalt (LAL Test) 



High Pure 1 : 9,0 |ig/100 endotoxinfreies Wasser 
High Pure 2 : 8,6 (j.g/100 ^l endotoxinfreies Wasser 
Erfindung 1: 11,00 |j.g/100 fil endotoxinfreies Wasser 
Erfindung 2: 10,35 jig/lOO jil endotoxinfreies Wasser 



214 EU/|ag Plasmid 
240 EU/ng Plasmid 
1,41 EU/^g Plasmid 
4,65 EU/|ig Plasmid 



Vorgehen gemafi des erfindungsgemafien Verfahrens mit High Pure Filter Tube: 

Die Bakterienkultur wurde fiir 30 sec. bei 13000 upm zentrifugiert und Uberstand abgenommen. 

Das Zellsediment von 1.8 ml Bakterienkultur wurde wie folgt weiterbehandelt 



1. Resuspendieren in 250 jil 50 mM Tris-HCl/10 mM EDTA, 100 ^g RNase (DNase frei), pH 
8.0, 4°C 



3. 250 |il 3 M K-Acetat, pH 5.5 zugeben (4**C) und das GefaC 5-10 x invertieren, 5 min. auf Eis 
inkubieren. 

4. 10 min. bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifiigieren ( 14000 rpm), 
Uberstand abnehmen und 0,2 voL (ca. 150 |xl) 2.5% SDS in Isopropanol (z. B. 7 ml Isopro- 
panol und 1 ml 20% SDS) zugeben und kurz vortexen, 15 min. bei 4°C inkubieren imd an- 
schliefiend 15 min. bei -20**C inkubieren. 

5. 10 min. bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifiigieren { 14000 
upm), Uberstand abnehmen. 

6. Uberstand in High Pure Filter Tube pipettieren imd 20 min. bei RT inkubieren. 



2. 



250 ^l 0.2 M NaOH. 1% SDS zugeben und das GefalS 5-10 x invertieren, 5 min. bei RT. 
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7. 30 sec. bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifiige zentrifugieren ( 14000 upm), 
Durchlauf verwerfen und Filter Tube 2 x mit 700 |al eiskaltem Aceton waschen (Zwischen 
den Waschschritten 30 sec. bei 14000 upm zentrifugieren). 

8. Nach dem ietzten Waschschritt nochmals 30 sec. bei 14000 upm zentrifugieren, um das Vlies 
zu trocknen. 

9. DNA durch Zugabe von 100 yd endotoxinfreiem Wasser und Inkubation fur 10 min, bei RT 
eluieren, Um die DNA zu gewinnen wird 30-60 sec. bei voUer Zentrifiigationsgeschwin- 
digkeit zentrifiigiert. 



Versuch B: Bakterienkultur: Exoli JM109pCMVbetaSportGal ODsso/ml 2.37 



Probe 


Methode 


Modifikation 


Ausbeute 
[Hg/lOOfig] 


Endotoxin 
[EU/^ig] 


lund2 


High Pure 




9,3 / 9,3 


371,7 


3 und 4 


High Pure 


20 min. auf Vlies 
inkubiert 10 min. 
vor Hution inku- 
biert 


12,8 / 12, 2 


2,18 


5 und 6 


Erfindung 


Ohne Inkubatio- 
nen 


12,2/ 12,6 


0,63 



Ergebnis: 

- Das erfindungsgemafie Verfahren zeigt eine ca. lOOfache Reduktion des Endotoxinwertes. 

- Femer fuhrt das erfindungsgemafie Verfahren mit schneiler Durchzentrifugation zur gleichen 
Ausbeute wie mit Inkubation auf Vlies, damit kann die Zeit der Reinigung nun mit ca. 70 
min. angegeben werden. Das erfindungsgemafie Verfahren mit schneiler Durchzentrifugation 
zeigt dariiber hinaus einen niedrigeren Endotoxinwert als nach der Inkubation auf Vlies. 
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Patentanspriiche 

L Verfahren zur Isoliening und Reinigung von Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden 
aus einer biologischen Probe, dadurch gekeimzeichnet, dafi 

. die biologische Probe aufgeschlossen, Proteinkomponenten und andere unlosliche Be- 

standteile abgetrennt werden, 
. zum Ruckstand eine wafirige Losung an Kaliumacetat gegeben wird und nicht losliche 

Bestandteile abgetrennt werden, 
. die mit Kaliumacetat versetzte Losung mit einer ein Detergenz enthaltenden Alkohol- 

Losung vermischt und inkubiert wird, 

- der erhaltene Oberstand mit einem Silicagel-ahnlichen Tragermaterial in Kontakt 
gebracht und inkubiert wird, und 

- aus der loslichen Fraktion die gereinigten Nukleinsauren und/ oder Oligonukleotide 
isoUert werden. 

2. Verfehren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei der Alkohol-Losung 
um eine Mischung von Isopropanol mit einem ionischen Detergenz handelt. 

3. Verfehren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dafi die Alkohol-Losung ein 
oder mehrere ionische Detergenzien in einer Konzentration von 0,5 bis 10% (w/v) in 
100%igem Alkohol enthalt. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi eine wafirige 
Losung, die 1 bis 6 M Kaliumacetat enthalt, verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, dafi die Losung 2 bis 4 M KaUuma- 
cetat enthalt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi als Silicagel- 
ahnliches Trageraiaterial eine Suspension von Siliciumdioxid eingesetzt wir A 

7. Verfehren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi das Silicagel- 
ahnliche Tragemiaterial mit Aceton nachgewaschen wird. 
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Verfehren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi Plasmid-DNA 
mit einem Endotoxin-Gehalt von weniger als 100 U/^g erhalten wird. 

Verfehren nach Anspnich 8, dadurch gekennzeichnet, dafi der Endotoxin-Gehalt maximal 
10 U/^g Plasmid-DNA betragt. 

10. Endotoxinfreie oder an Endotoxin abgereicherte Nukleinsauren bzw. Oligonukleotide er- 
haltlich nach einem Verfahren gemafi der Anspruche 1 bis 9. 

1 1. Verwendung von nach einem der Verfahren gemafi der Anspruche 1 bis 9 gewonnenen 
Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden zur Transfektion von eukaryontischen oder 
prokaryontischen Zellen. 

12. Verwendung von einer nach einem der Verfahren gemafi der Anspruche 1 bis 9 gewon- 
nenen Nukleinsaure und/oder Oligonukleotiden zur Hersteilung eines Mittels zur Be- 
handlung von genetisch bedingten Erkrankimgen. 

13. Zusammensetzung enthaltend folgende Komponenten: 

- mindestens eine fiir den Aufschlufi einer biologischen Probe geeignete Losung, 
eine wafirige Kaliumacetat-Losung, 

eine Detergenz/Alkohol-Losung, und 

- ein Silicagei-ahnliches Tragermaterial. 

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafi folgende Komponen- 
ten enthalten sind: 

- eine ftir die alkalische Lyse von biologischem Probenmaterial geeignete Losung, 

- eine Saiz- Losung, die 1 bis 6 M Kaiiumacetat enthalt, 

- eine Alkohol- Losung enthaltend 0,5 bis 10% (w/v) SDS in 100%igem Isopropanol und 

- ein Silicagei-ahnliches Tragermaterial. 



15. Zusammensetzung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dafi eine Suspen- 
sion von Siliciumdioxid als Tragermaterial enthalten ist. 
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16. Verwendung von Kaliumacetat zur Isolierung, Reinigung und/oder Trennung von endo- 
toxinfreier oder an Endotoxin abgereicherter Nukleinsauren und/oder Oligonukleotiden 
avis bzw. von einer vorgereinigten biologischen Probe. 
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LEVI SON P R ET AL: "New approaches to the 
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JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY A, NL, ELSEVIER 

SCIENCE. 

Bd. 827. Nr. 2, 
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Zusammenf assung 

Seite 338, Spalte 2, Zeile 14 -Seite 339, 
Spalte 2, Ze11e 42 


1-5,8, 
10-12,16 


A 
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WO 95 21179 A (QIAGEN GMBH ;C0LPAN METIN 
(DE); MORITZ PETER (DE); SCHORR JOACHIM) 
10. August 1995 (1995-08-10) 
Anspriiche 1,7; Beispiele 1,2 


1,11-13. 
16 

10 


A 


WO 95 21178 A (QIAGEN GMBH ;COLPAN METIN 
(DE); SCHORR JOACHIM (DE)) 
10. August 1995 (1995-08-10) 
in der Anmeldung erwahnt 
Anspriiche 1-10; Beispiele 1,2 


1,10-13, 
16 


A 
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WO 95 21177 A (QIAGEN GMBH ;C0LPAN METIN 
(DE); MORITZ PETER (DE); SCHORR JOACHIM) 
10. August 1995 (1995-08-10) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 


1.11-13, 
16 

10 


A 
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WO 93 08894 A (COULTER CORP) 
13. Mai 1993 (1993-05-13) 
das ganze Dokument 


1,11-13. 

16 

10 


A 


WO 89 07603 A (MEMORIAL BLOOD CENTER OF 
NINNE) 24. August 1989 (1989-08-24) 
Seite 1, Zeile 1 -Seite 2, Zeile 17 
Seite 8, Zeile 1 -Seite 10, Zeile 34; 
Anspruche 1-17 


1.10-13, 
16 


A 


US 4 833 239 A (RIEDEL GERARD E ET AL) 
23. Mai 1989 (1989-05-23) 
Anspruch 1 


1,10-13, 
16 


A 


WO 91 02740 A (UNIV TEXAS) 

7. Marz 1991 (1991-03-07) 

Seite 8, Zeile 8 - Zeile 35; Anspruche 

1,16-20,24,33; Bei spiel 1 

-/- 


1.10-13, 
16 
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das ganze Dokument 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
5200/OOAVO. K 


irno irirDTuiTD x^T^rxus SeeNotificationofTransmittaloflntemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/EPOO/00564 


26 January 2000 (26.01.00) 


29 January 1999 (29.01.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07H 1/08, C12N 15/10, A61K 31/70 




Applicant 


ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
' — ' amended and are the basis for this re^rt and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions imder the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


rv 


□ 


V 


lEI 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

24 May 2000 (24.05.00) 


Date of completion of this report 

14 May 2001 (14.05.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Irnational application No. 

PCT/EPOO/00564 



I. Basis f the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-9 

pages ^_ 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-16 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 
^ , filed with the demand 



, , filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/1 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, , filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 
pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, , filed with the demand 



, , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Thes e elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (imder Rule 23. 1(b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the intemational 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 
□ 



4. 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



contained in the intemational application in written form, 
filed together with the intemational application in computer readable form, 
furnished subsequently to this Authority in written form, 
furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
intemational application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



5. 



□ 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).* ♦ 



* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70,17). 

^* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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^national application No. 
TCT/EP 00/00564 


V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 








1 '^-1 YES 




Claims 10-12, 16 


(see below) no 




Inventive step (IS) Claims 1 - 9 , 


13-15 YES 




Claims 10-12, 16 


(see below) no 




Industrial applicability (lA) Claims ^ ' 


YES 




Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 






The following documents are considered to 


be the closest 




prior art : 






Dl WO-A-95/21177 






D2 Nucleic Acids Research; 1994, pages 


1774-1775 




(enclosed) . 






1 Noveltv (PCT Artirlfi HfPM 






I . 

Claims 10-12 refer to the end products of 


the claimed 




isolating/ cleaning method. 






In a later European phase the end product 


(per se) has to 




be novel and inventive - the manufacture is history and 




therefore irrelevant . 






The examiner assumes that a similar level 


of purity could 




be achieved already in the prior art (although, perhaps 




with more complicated methods) . 






See also the decision T205/83 relating to 


purity. 




II. 






Claims 1 to 9 and 13 to 15 are novel over 


the prior art; 




the distinguishing feature in relation to 


Dl is the 
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ipational appJication No. 
T/EP 00/00564 



absence of a detergent (SDS) in the alcohol solution 
( isopropanol ) . 

III. 

Claim 16 is only characterised by the use of potassium 
acetate; the use of potassium acetate for cleaning nucleic 
acids (e.g. plasmids) is already known from the prior art 
(inter alia Dl) , 

IV. 

The priority document is identical to the application 
documents; the "P" document cited is therefore not 
considered to be the closest prior art. 

2. Inventive step (PCT Article 33(3)) 

The distinguishing results when using isopropanol with SDS 
(according to the invention) and without SDS (known) are 
illustrated in Figure 1; this advantageous effect of the 
detergent cannot be deduced from the prior art. 
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VIII. Certain observations on the international application 



|tional application No. 
^EP 00/00564 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. 

The assertion on page 3, fourth sentence: "..particularly 
advantageous ... one or more ionic detergents..." gives the 
impression that the detergent (one) does not necessarily 
have to be present. 

Adapting to the claims is required [also because of 
novelty] . 



2. 

D2 introduced by the examiner describes a cleaning method 
(of DNA) , in which isopropanol, SDS and Nal are used. 
Although the chaotropic salt is not required within the 
meaning of the present application (page 4, lines 6-7), 
the claims do not exclude its presence. The applicant 
should consider whether the use of a disclaimer 
(clarification that no chaotropic substance is added) 
might be advisable. 
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VERTRAG UBER AlNTERNATIONALE ZUSAnAlNARBEIT AUF DEM 

^EBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5200/00/WO- Koe 


siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/00564 


Internationales Anmeldedaium (Tag/Monat/Jahr) 
26/01/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
29/01/1 999 


Internationale Patentklassifikation (tPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C07H1/08 


Anmetder 






ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 









1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

DIese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 


IS 


Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der ertinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der Internationalen Anmeldung 


VIII 


SI 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
24/05/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
14.05.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt - Gitschiner Str. 103 
mjj D-1 0958 Berlin 

Tel. +49 30 25901 - 0 
Fax: +49 30 25901 - 840 


Bevollmachtigter Bediensteter v^525«5r\ 
Korsner. S-E (l )) 

Tel. Nr. +49 30 25901 329 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/00564 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinstchtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, ge/ten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-9 ursprungltche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-16 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5, □ Dieser Bericht ist ohne Bemcksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteilt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70,2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V, Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-9.13-15 

Nein: Anspruche 10-12, 16 (siehe unten) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-9,13-15 

Nein: Anspruche 10-12, 16 (siehe unten) 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Vllt. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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V. Begrundete Feststellung 

Die folgenden Dokunnente werden als nachstliegender Stand der Technik 
angesehen: 

D1 = WO- A- 9521177 

D2= Nucleic Acids Research; 1994, Seiten 1774-1775 (beigelegt) 

1. Neuheit (Artikel 33f2) PCT) 
I. 

Die Anspruche 10-12 beziehen sich auf die Endprodukte des beanspruchten 
Isolierungs-ZReinigungsverfahrens. 

In einer spateren europaischen Phase mu3 ein Endprodukt (per se) neu und 
erfinderisch sein - die Herstellung ist Geschichte und deshalb irrelevant. 
Es wird vom Priifer angenonnnnen, daB eine ahnliche Reinheit schon im Stande 
der Technik erreichbar war (obwohl, vielleicht, mit aufwendigeren Methoden). 
Siehe auch die Entscheidung T205/83 betreffend Reinheit. 

II. 

Die Anspruche 1-9 und 13-15 sind neu inn Hinblick auf den Stand der Technik; 
das unterscheidende Merknnal gegenuber D1 ist die Anwesenheit eines Deter- 
gens (SDS) in der Alkohollosung (isopropanol). 

III. 

Anspruch 16 ist nur durch die Verwendung von Kaliumacetat gekennzeichnet; 
die Verwendung von Kaliumacetat zur Reinigung von Nukleinsauren (z.B. Plas- 
nnide) ist jedoch aus dem Stand der Technik (u.a. D1) schon bekannt. 
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IV. 

Das Prioritatsdokument ist mit den Anmeldungsunterlagen identisch; das 
zitierte P-Dokument wird somit nicht als nachstliegender Stand der Technik 
betrachtet. 



2. Erfinderische Tatiakeit (Artikel 33(3) PCT) 

Die unterschiedenden Ergebnisse bei VenA/endung von Isopropanol mit SDS 
(erfindungsgennaB) und ohne SDS (bekannt) ist in der Abbildung 1 illustriert; 
diese vorteilhafte Einwirkung des Detergens ist nicht aus dem Stande der 
Technik entnehmbar. 



VIII. Besondere Bemerkungen 

1. 

Die Behauptung auf Seite 3, vierter Satz: "..besonders vorteilhaft...ein oder 
mehrere ionische Detergenzien..." gibt den Eindruck, daB die Detergens(ein) 
nicht unbedingt anwesend sein nnussen. 

Eine Anpassung an die Anspruche ist notwendig [auch der Neuheit wegen]. 
2. 

Das vom Priifer eingefuhrte Dokument D2 beschreibt ein Reinigungsverfahren 
(von DNA), wobei Isopropanol, SDS und Nal verwendet werden. 
Obwohl auf das chaotrope Salz im Sinn der vorliegenden Anmeldung verzichtet 
wird (Seite 4, Zeile 6-7), schlieBen die Anspruche nicht seine Anwesenheit aus. 
Es sollte uberlegt werden, ob die VenA/endung eines Disclaimers (Klarstellung, 
daB keine chaotropen Substanz zugegeben wird), zweckmaBig sein konnte. 
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1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspriichen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtrgungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berlchts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkelt 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkelt; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 
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1. Grundlage d s Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anme/deamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70,17)): 
Beschreibung, Setten: 

1-9 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-16 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungllclie Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist, 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschrelbung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zelchnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (OA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-9, 13-15 

10-12, 16 (siehe unten) 
1-9, 13-15 

10-12, 16 (siehe unten) 
1-16 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bennerken: 
siehe Beiblatt 
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V. Begrundete Feststellung 

Die folgenden Dokunnente werden als nachstliegender Stand der Technik 
angesehen: 

D1 = WO -A- 9521177 

D2= Nucleic Acids Research; 1994, Seiten 1774-1775 (beigelegt) 

1. Neuheit f Artikel 33(2) PCT) 
I. 

Die Anspruche 10-12 beziehen sich auf die Endprodukte des beanspruchten 
isolierungs-ZReinigungsverfahrens. 

In einer spateren europaischen Phase muB ein Endprodukt (per se) neu und 
erfinderisch sein - die Herstellung ist Geschichte und deshalb irrelevant. 
Es wird vom Prufer angenommen, daB eine ahnliche Reinheit schon im Stande 
der Technik erreichbar war (obwohl, vielleicht, mit aufwendigeren Methoden). 
Siehe auch die Entscheidung T205/83 betreffend Reinheit. 

11. 

Die Anspruche 1-9 und 13-15 sind neu im Hinblick auf den Stand der Technik; 
das unterscheidende Merkmal gegenuber D1 ist die Anwesenheit eines Deter- 
gens (SDS) in der Alkohollosung (Isopropanol). 

III. 

Anspruch 16 ist nur durch die Verwendung von Kaliumacetat gekennzeichnet; 
die Verwendung von Kaliumacetat zur Reinigung von Nukleinsauren (z.B. Plas- 
mide) ist jedoch aus dem Stand der Technik (u.a. D1) schon bekannt. 
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IV. 

Das Prioritatsdokunnent ist mit den Anmeldungsunterlagen identisch; das 
zitierte P-Dokument wird somit nicht als nachstliegender Stand der Technik 
betrachtet. 



2. Erfinderische Tatiakeit (Artikel 33(3) PCT) 

Die unterschiedenden Ergebnisse bei VenA/endung von Isopropanol mit SDS 
(erfindungsgemaB) und ohne SDS (bekannt) ist in der Abbildung 1 illustriert; 
diese vorteilhafte Einwirkung des Detergens ist nicht aus denn Stande der 
Technik entnehnnbar. 



VIII. Besondere Bemerkungen 

1. 

Die Behauptung auf Seite 3, vierter Satz: "..besonders vorteilhaft...ein oder 
mehrere ionische Detergenzien..." gibt den Eindruck, daB die Detergens(ein) 
nicht unbedingt anwesend sein nnussen. 

Eine Anpassung an die Anspriiche ist notwendig [auch der Neuheit wegen]. 
2. 

Das vom Priifer eingefuhrte Dokument D2 beschreibt ein Reinigungsverfahren 
(von DNA), wobei Isopropanol, SDS und Nal verwendet werden. 
Obwohl auf das chaotrope Salz im Sinn der vorliegenden Anmeldung verzichtet 
wird (Seite 4, Zeile 6-7), schlieBen die Anspruche nicht seine Anwesenheit aus, 
Es sollte uberlegt werden, ob die Verwendung eines Disclaimers (Klarstellung, 
daB keine chaotropen Substanz zugegeben wird), zweckmaBig sein konnte. 
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E^TTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I mtei 



temational application No. 

PCT/EPOO/00564 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-9 

pages 
pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-16 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 
^ , filed with the demand 



. , filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/1 



, as originally filed 

, filed with the demand 



the sequence hsting part of the description: 
pages 

pages 

pages 



_ , filed with the letter of 



, as originally filed 

_ , filed with the demand 



. , filed with the letter of 



^* t^i^.t?i^^o ° f"^ language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
I the mteniauonal application was filed, unless otherwise indicated under this item 

These elements were available or fiimished to this Authority in the following language which is* 

die language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I — I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation ftmiished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

I 3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application the international 
I preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing- <»PP"cduon, me mtemationai 

□ contained in the international application in written form. 

□ 

filed together with the international application in computer readable form 

□ furnished subsequently to this Authority in written form 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

Q The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
mtemationai application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable fonn is identical to the written sequence listing has 
been furnished. * 

The amendments have resulted in the cancellation of: 
□ the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ the drawings, sheets/fig , 



5. □ ™' 'fl"^ ^ established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

f^^^^.^*'^^ have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
ZtjO llT ^"^''^'^->'^'^^ ^'•^ <^^^^^ this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

Y*Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 



I. 


Statement 










Novelty (N) 


Claims 1 - 9 , 


13-15 


YES 






Claims 10-12, 16 


(see below) 


NO 




Inventive step (IS) 


Claims 1 — 9, 


13-15 


YES 






Claims 10-12, 16 


(see below) 


NO 




Industrial applicability (lA) 


Claims 1 ~ 


■16 


YES 






Claims 




NO 


2. 


Citations and explanations 










The following documents are considered to 
prior art: 


be the closest 




Dl WO-A-95/21177 
D2 Nucleic Acids 


Research; 1994, pages 


1774-1775 





(enclosed) . 

Novelty (PCT Article 33(2)) 



I . 



Claims 10-12 refer to the end products of the claimed 
isolating/ cleaning method. 

In a later European phase the end product (per se) has to 
be novel and inventive - the manufacture is history and 
therefore irrelevant. 

The examiner assumes that a similar level of purity could 
be achieved already in the prior art (although, perhaps 
with more complicated methods) . 

See also the decision T205/83 relating to purity. 



II. 

Claims 1 to 9 and 13 to 15 are novel over the prior art; 
the distinguishing feature in relation to Dl is the 
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absence of a detergent (SDS) in the alcohol solution 
(isopropanol) . 



III. 

Claim 16 is only characterised by the use of potassium 
acetate; the use of potassium acetate for cleaning nucleic 
acids (e.g. plasmids) is already known from the prior art 
(inter alia Dl) . 

IV. 

The priority document is identical to the application 
documents; the "P" document cited is therefore not 
considered to be the closest prior art. 

2. Inventive step (PCT Article 33(3)) 

The distinguishing results when using isopropanol with SDS 
(according to the invention) and without SDS (known) are 
illustrated in Figure 1; this advantageous effect of the 
detergent cannot be deduced from the prior art. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims 
supported by the description, are made: 



1. 

The assertion on page 3, fourth sentence: "..particular! 



impression that the detergent (one) does not necessarily 
have to be present . 

Adapting to the claims is required [also because of 
novelty] . 

2. 

D2 introduced by* the examiner describes a cleaning method 
(of DNA) , in which isopropanol, SDS and Nal are used. 
Although the chaotropic salt is not required within the 
meaning of the present application (page 4, lines 6-7), 
the claims do not exclude its presence. The applicant 
should consider whether the use of a disclaimer 
(clarification that no chaotropic substance is added) 
might be advisable . 



advantageous ... one or more ionic detergents... 



gives the 
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(54) Title: NUCLEIC ACID TRANSFECTION EFFICIENCY INCREASE BY USE OF ISOPROPANOL IN AQUEOUS SOLUTIONS 

(54) Bezeichnung: STEIGERUNG DER TRANSFEKTIONSEFRZIENZ VON NUCLEINS AUREN DURCH DIE VERWENDUNG VON 
ISOPROPANOL IN WASSRIGEN LOSUNGEN ^ui^vj yyjis 

(57) Abstract 

Isopropanol in aqueous solutions is used for chromatographically isolating nucleic acids and for increasing the transfection efficiency 
ot the isolated nucleic acids in procaiyotic and eucaryotic cells. 

(57) Zusammenfassung 

Tr^ncf^w^nrffi"? ^^opropanol in waOrigen L5sungen fiir die chromatographische Isolierung von Nucleinsauren zur Steigerung der 
Transfektionseffizienz der isolierten Nuclemsaurcn in pro^ und eukaryontischen Zellen. 
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Steiaeruncr der Transf ektionsef f izienz von Nucleinsauren 
durch die Verwendung von Isopropanol in waSriaen Losunaen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von 
Isopropanol in waSrigen Losungen zur Steigerung der Trans - 
f ektionsef f izienz von Nucleinsauren in pro- und eu- 
karyontischen Zellen. 

Die DE 36 3 9 949 Al der Anmelderin betrifft ein Verfahren 
zur Isolie2rung und Reinigung von Nucleinsauren, insbesondere 
langkectiger Nucleinsauren. Dabei werden waSrige Losungen 
(Puffer) relativ niedriger lonenstarke verwendet, urn die 
zunachst bei niedriger lonenstarke an einer Anionenaus- 
tauschermatrix adsorbierten Nucleinsaure zu waschen. Danach 
werden die Nucleinsauren mit Puf fern hoherer lonenstarke von 
der Matrix desorbiert . Ethanol kann dabei unter anderem zur 
Prazipitation von Nucleinsauren, insbesondere DNA, eingesetzt 
werden. Niedere Alkohole enthaltende Losungen werden in der 
P 43 21 904 der Anmelderin vorgeschlagen . Hierbei werden die 
niedere aliphatische Alkohole enthaltenden Losungen in 
Zusammenwirkung mit chaotropen lonen hoher Konzentration 
verwendet, um Nucleinsauren an nicht mit Anionenaustauscher- 
gruppen modif izierten anorganischen Materialien zu ad- 
sorbieren. 
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In einer bevorzugten Verwendungsf orm wird dabei das Isopro- 
panol in einer Menge von 1-50 Vol.-%, insbesondere 5-25 
Vol.-%, besonders bevorzugt von 10- bis 15 Vol.-%, in den 
waSrigen Losungen vorliegen. Dabei konnen die waSrigen 
Losungen insbesondere auch fiir Anionenaustauscher iibliche 
chroma tographische Salze mono- oder divalenter Kationen, wie 
Natriumchlorid, Kaliumchlorid, etc. oder Kotnbinationen davon, 
enthalten. Die waSrigen Losungen sind vorzugsweise mit in 
der Molekularbiologie gebrauchlichen Puf f ersubstanzen, wie 
TRIS/HCl, MOPS, etc., gepuffert und weisen pH-Werte zwischen 
6 und 9 auf . 

Die erf indungsgemaSe Verwendung des Isopropanols laSt sich 
insbesondere bei der Isolation von DMA, wie Plasmid-DNA, 
anwenden, ist jedoch nicht auf diese DNA-Arten beschrankt . 

Die unter erf indungsgemaSer Verwendung von Isopropanol er- 
haltenen Nucleinsauren sind insbesondere fiir den Einsatz in 
gentherapeutischen Verfahren geeignet . 

Erf indungsgemaS werden ebenfalls Losungen beansprucht, die 
Isopropanol in Mengen von 5 bis 60 Vol.-% enthalten konnen. 
Dies sind insbesondere die Waschpuffer, die gemaiS DE 3 6 3 9 
949 Al eingesetzt werden konnen. Diese Puffer enthalten 0,5 
bis 1,5 M Natriumchlorid oder Kaliumchlorid, 20 bis 80 mW 
MOPS Oder TRIS/HCl bei einem pH-Wert von 6 bis 8. Er- 
f indungsgemaS ebenfalls beansprucht werden waSrige Losungen 
unter Verwendung von 5 bis 60 Vol.-% Isopropanol enthaltend 
dariiber hinaus 1,0 bis 2,0 M Natriumchlorid oder Kalium- 
chlorid, 20 bis 80 mM TRIS/HCl be! einem pH-Wert von 8 bis 
9 . 

Die DE 3 9 13 814 Al beschreibt in allgemeiner Form waiSrige 
Systeme in Puffern, die zur Elektroelution von Gelen ver- 
wendet werden konnen. Die dort beschriebenen Puf f ersysteme 
weisen beispielsweise Natriumchlorid, Puffersalze, wie MOPS, 
und niedere Alkohole, insbesondere CI bis C4-Alkohole, auf. 
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Beisoiel 1 

Als Nucleinsauren wurden im folgenden Plasmid-DNA aus E. coli 
analog dem in DE 36 39 949 Al genannten Verfahren getrennt 
und isoliert. Dabei wird die Nucleinsaure an dem in der 
DE 36 39 949 Al beschriebenen Anionenaustauschermaterial 
(QIAGEN®, Diagen GmbH, Deutschland) adsorbiert , Es wurde mit 
einem Puffer der Zusammensetzung 1,0 M NaCl , 50 mM MOPS, 15% 
Isopropanol, pH 7,0 gewaschen. Danach wurde die Plasmid-DNA 
mit dem isopropanolhaltigen Puffer der 'Zusammensetziing 1,25 M 
NaCl, 50 mM TRIS/HCl, 15 Vol.-% Isopropanol, pH 8 , 5 eluiert . 

Dabei zeigte sich, daS die Ausbeute von Plasmid-DNA aus 
E. coli gegeniiber der bekannten Praparation unter Verwendung 
von Ethanol um ca. 10% gesteigert werden konnte . 

Mit der so erhaltenen DNA wurden dann Transf ektions - 
experimente durchgef iihrt . Die Transf ektionseffizienz wurde 
uber die Messung der lacZ-Aktivitat bestimmt, wobei NIH 3T3- 
Zellen verwendet wurden. Diese Zellen wurden mit Hilfe der 
Kalziumphosphatmethode (Graham, F. L. and A. J. van der Eb 
(1973) "A new technique for the assay of infectivity of human 
adenovirus 5 DNA", Virology 52: 456 - 467) mit 1 fig des 
Reporterkonstrukts pRSVlacZ transf iziert (Lucibello, F. c. 
and R. Miiller (1989) "Sensitive microscale assay for the 
analysis of promoter activity in eukaryotic cells". Methods 
Mol . Biol . 1 : 9 - 18) . 

Die Tabelle zeigt die Transf ektionseffizienz bei Verwendung 
verschiedener Alkohole, Ethanol reinst und vergallt, Iso- 
propanol und n-Butanol. 
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Anspruche 

1. Verwendung von Isopropanol in waSrigen Losungen fiir die 
chromatographische Isolierung von Nucleinsauren zur 
Steigerung der Transf ektionsef f izienz der isolierten 
Nucleinsauren in pro- und eukaryontischen Zellen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Isopropanol in 
Mengen von 1 bis 50 Vol.-% in den waSrigen Losungen 
vorliegt . 

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Isopropanol in 
Mengen von 5 - 2 5 Vol,-% in den waSrigen Losungen 
vorliegt. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Isopropanol in 
Mengen von 10 - 15 Vol.-% in den waSrigen Losungen 
vorliegt . 

5. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4, wobei die waSrige Losung fur die Anionenaustauscher- 
Chromatographie iibliche Salze mono- oder divalenter 
Kationen, wie Natriumchlorid, Kalziumchlorid, Kalium- 
chlorid, etc., enthalt. 

6 . Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

5, wobei die waSrige Losung eine gepufferte Losung ist . 

7. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

6, wobei die Nucleinsaure-DNA Plasmid-DNA ist. 

8. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

7, zur Herstellung von Nucleinsauren fiir die Gen- 
therapie . 

9. WaSrige Losung enthaltend 0,5 bis 1,5 M Nacriumchlorid 
Oder Kaliumchlorid, 10 bis 100 mM MOPS oder TRIS/HCl 
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